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1. Μοριακές εξετάσεις - Μεθοδολογίες  
1.1. Μέθοδος Βασισμένη στον ανάστροφο υβριδισμό 

Παρουσίαση Μεθόδου                                            Αποτέλεσμα 

• Εντοπισμός SNPs (single nucleotide 

polymorphism) 

• Εντοπισμός μεταλλαγών σε ομόζυγη 

και ετερόζυγη κατάσταση 

Χρησιμοποιείται κυρίως:  

• Στον μοριακό έλεγχο για FMF (Familial 

Mediterranean Fever) 

• Στον μοριακό έλεγχο θρομβοφιλίας-

καρδιαγγειακού κινδύνου 

• Στην γονοτύπηση HLA-B27 

https://www.aid-diagnostika.com/en/kits/molecular-biologic-assay/method  
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1. 1. Μοριακές εξετάσεις - Μεθοδολογίες  
1.2. Real Time PCR 

• Εύκολη και γρήγορη προετοιμασία 
αντιδράσεων PCR 

• Εντοπισμός SNP με τη χρήση μικρής 
ποσότητας DNA 

• Εντοπισμός μεταλλαγών σε ομόζυγη 
και ετερόζυγη κατάσταση 

• Χαρακτηρισμός αλληλίων του 
γενετικού τόπου των HLA gen complex 

• Μεθοδολογία που αξιοποιείται και 
στην ιολογία 

• Επιτρέπει τον ταυτόχρονο εντοπισμό 
περιορισμένου αριθμού SNP 

 
 

Figure:A. Real Time PCR workflow for 
genotyping B.Amplification plot 
depicting genotyping results by Real 
Time PCR detection. 

https://www.agilent.com/cs/library/br
ochures/brochure-qpcr-reagents-5994-
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1. Μοριακές εξετάσεις - Μεθοδολογίες  
1.3. NGS vs  Αλληλούχηση κατά Sanger 

Αλληλούχηση κατά Sanger  

Πλεονεκτήματα 

• Γρήγορο, οικονομικό, αποτελεσματικό για μικρές 
περιοχές του γονιδιώματος 

• Εγκαθιδρυμένο πρωτόκολλο 

• Απλή ανάλυση αποτελέσματος 

• Ελεγχόμενο μέγεθος 500-700 bps 

Μειονεκτήματα 

• Χαμηλή ευαισθησία (~15–20% VAF όριο 
ανίχνευσης) 

• Χαμηλή ανακαλυπτική δυνατότητα 

• Σχεδόν αδύνατος ο έλεγχος ολόκληρης της 
αλληλουχίας ενός γονιδίου 

Crossley, B. M. et al. J. Vet. Diagnostic Investig. (2020) 



1. Μοριακές εξετάσεις - Μεθοδολογίες  
1.3. NGS vs Αλληλούχηση κατά Sanger 

Next Generation Sequencing 

Αλληλούχηση Νέας Γενιάς 

Πλεονεκτήματα 

• Υψηλή ευαισθησία (μεγάλο βάθος ανάγνωσης-εντοπισμός 
μεταλλαγών σε ποσοστό 1% ) 

• Υψηλή ανακαλυπτική δυνατότητα 

• Μεγάλος όγκος παραγόμενων δεδομένων  

• Ταυτόχρονη αλληλούχηση πολλαπλών δειγμάτων 

Μειονεκτήματα 

• Όχι τόσο οικονομικό για αλληλούχηση λίγων στόχων (1–20 
γονίδια) 

• Χρονικά μεγαλύτερο πρωτόκολλο 

• Πιο σύνθετη ανάλυση αποτελεσμάτων 

Head SR, et al. Biotechniques, 2014  



1. Μοριακές εξετάσεις - Μεθοδολογίες  
1.4. Targeted Sequencing vs Whole Exome vs Whole Genome 

Gorcenco S, et al. Parkinsonism 
Relat Disord, 2020 

Βάθος κάλυψης:                200-300x                                20-30x                             10-20x                           



1. Μοριακές εξετάσεις - Μεθοδολογίες  
1.4. Next Generation Sequencing 

Workflow 

 

QiaSeq Targeted DNA Custom Panel Manual  
https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/next-generation-
sequencing/dna-sequencing/somatic-panels/qiaseq-targeted-dna-custom-panels  

 



1. Μοριακές εξετάσεις - Μεθοδολογίες  
1.4. Next Generation Sequencing 

Κατασκευή Βιβλιοθηκών 

 

QiaSeq Targeted DNA Custom Panel Manual  
https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/next-generation-
sequencing/dna-sequencing/somatic-panels/qiaseq-targeted-dna-custom-panels  



2. Αυτοφλεγμονώδη Νοσήματα 
 

Χωρίζονται σε 3 κατηγορίες: 

• Ιντερφερονοπαθειες : SAVI, CANDLE  

• Διαταραχές του φλεγμονοσώματος: FMF, CAPS, NLRC4 , PAPA Syndrome 

• Διαταραχές υπερ-ενεργοποίησης του NFkB μονοπατιού: TRAPS, Blau Syndrome, Haploinsufficiency 
of A20, DIRA, DITRA 

• Αυτοφλεγμονώδεις διαταραχές σχετιζόμενες με άλλους μηχανισμούς: MKD, DADA2 

• Απορρύθμιση μηχανισμών της φυσικής ανοσίας  

• Περιοδικά επεισόδια φλεγμονωδών αποκρίσεων (μη λοιμώδους αιτιολογίας) 

• Συμπτωματολογία:  

• Πυρετός, εξάνθημα, αρθραλγία, ραγοειδίτιδα, άσηπτη μηνιγγίτιδα, πλευριτική συλλογή 

• Λεμφαδενοπάθεια, σπληνομεγαλεία 

• Δευτερογενής αμυλοείδωση 

• Η έναρξη είναι συνήθως σε νεαρή ηλικία 

• Αυξημένοι δείκτες φλεγμονής (CRP, ESR) κατά τη διάρκεια των κρίσεων 

 

Nigrovic, et al. UpToDate, 2018.  



2. Αυτοφλεγμονώδη Νοσήματα 
 

Gattorno M, Hofer M, Federici S, et al. Ann 
Rheum Dis 2019; 



2. Αυτοφλεγμονώδη Νοσήματα 
 Summary of the diseases 

UIS 2017. J Clin Immunol. 2018  
 



2. Αυτοφλεγμονώδη Νοσήματα 
2.1 NGS στα Αυτοφλεγμονώδη Νοσήματα 

Εργαστήριο Παθολογικής Φυσιολογίας, Εργαστήριο 
Περιοδικών Πυρετών, Ιατρική Σχολή ΕΚΠΑ 

 



2. Autoinflammatory Diseases 
2.2. Νεότερα δεδομένα από την επιστημονική βιβλιογραφία 

 
Μελέτη 64 ατόμων με αδιάγνωστο 

αυτοφλεγμονώδες νόσημα αξιοποιώντας ένα 

πάνελ 16 γονιδίων με τη χρήση NGS 

• Συμπέρασμα: Η χρήση του NGS σε 

συνδυασμό με ένα ευρύ πάνελ γονιδίων 

αυξάνει τη διαγνωστική αξία για 

ορισμένους ασθενείς με αδιάγνωστο 

αυτοφλεγμονώδες νόσηματα 

Demir F, et al. Clin Rheumatol. 2020 



2. Autoinflammatory Diseases 
2.2. Νεότερα δεδομένα από την επιστημονική βιβλιογραφία 

Στόχοι 

• 32 γονίδια (NGS) vs 4 γονίδια (Sanger) 

• Μελέτη σε 100 και 200 ασθενείς, αντίστοιχα 

Συμπεράσματα 

• Με τη χρήση ενός πάνελ γονιδίων και τη χρήση NGS αυξήθηκε η 

διαγνωστική ισχύ 2,5 φορές 

• 10.1% διαγνωσθέντες με NGS  

• 4.1% διαγνωσθέντες με Sanger 

• Η στοχευμένη αλληλούχηση με NGS μπορεί να βελτιώσει τη 

διάγνωση αυτοφλεγμονωδών νοσημάτων 

Rama M, et al. Clin Exp Immunol. 2021 



3. Πως αξιολογείται το αποτέλεσμα; 
 

 

Βάση δεδομένων Περιοδικών Πυρετών 

• Infevers  

https://infevers.umai-montpellier.fr/web/  

 

Γενετικές Βάσεις Δεδομένων 

• Varsome.com 

• Clinvar.com 

 

Βιβλιογραφικές βάσεις δεδομένων 

• PubMed 

• Google Scholar 

https://infevers.umai-montpellier.fr/web/
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3. Πως αξιολογείται το αποτέλεσμα; 
3.1 Βάσεις γενετικών δεδομένων 

 



3. Πως αξιολογείται το αποτέλεσμα; 
3.1 Βάσεις γενετικών δεδομένων 

• c.835C>T  H κυτοσίνη (C) στη θέση 835 αντικαταστάθηκε από 
θυμίνη (Τ) 

• P279S Η Προλίνη (P) αντικαταστάθηκε από Σερίνη (S) 

• Αδιευκρίνιστης Κλινικής Σημασίας  δεν υπάρχουν δεδομένα μη 
παθογένειας 

• Μη παθογόνος  Οι γενετικές βάσεις δεδομένων την κρίνουν ως 
αθώα μεταλλαγή ή εμφανίζει υψηλή συχνότητα εμφάνισης στον 
γενικό πληθυσμό 

• AF συχνότητα εμφάνισης στον γενικό πληθυσμό  

0.02 = 2%  

0.000001= 0.0001% 

• Κάλυψη θέσης πόσες φορές αλληλουχήθηκε η βάση 

• Αυτοσωμικός επικρατής τύπος κληρονόμησης  αρκεί η 
κληρονόμηση ενός και μόνο γονιδίου από τον ένα γονέα, 
προκειμένου να εκδηλωθεί η ασθένεια 



3. Πως αξιολογείται το αποτέλεσμα; 
3.2. Ένα παράδειγμα κλινικού συνδρόμου με σπάνια ευρήματα 

γονιδιακού ελέγχου 
 

Περιστατικό από το τμήμα μας 

• Ασθενής 17 ετών 

• Με περιοδικά εμπύρετα προ 10ετίας 

• Μη διαγνωσμένο μονογονιδιακό αυτοφλεγμονώδες νόσημα 

• Σε ύφεση μετά από χρήση canakinumab (5 ετών) 

• Υποτροπή της νόσου στα 17 έτη 

 

 



3. Πως αξιολογείται το αποτέλεσμα; 
3.2. Ένα παράδειγμα κλινικού συνδρόμου με σπάνια ευρήματα 

γονιδιακού ελέγχου 
 

• Εντοπίστηκε η μεταλλαγή P279S 
του γονιδίου PSTPIP1  

• Κληρονομείται με αυτοσωμικό 
επικρατή τρόπο 

• Δεν έχει περιγραφεί στη 
βιβλιογραφία 

• Οι γενετικές βάσεις δεδομένων 
τη χαρακτηρίζουν ως 
Αδιευκρίνιστης Κλινικής 
Σημασίας 

• In silico μελέτη μας υποστηρίζει 
πως είναι παθογόνος 

 

Εικόνα 1: Η πρωτεΐνη PSTPIP1 και οι μεταλλαγές που εμφανίζει 

Εικόνα 2: In silico μελέτη της μεταλλαγής.  

Πίνακας 1: Σκορ παθογένειας σε 3 
υπολογιστικά εργαλεία πρόβλεψης της 
επίδρασης μίας μεταλλαγής στην λειτουργία 
της παραγόμενης πρωτεΐνης. Σύγκριση με 
γνωστές μεταλλαγές του PSTPIP1.  

Chatzis L. et al. manuscript under revision 



3. Πως αξιολογείται το αποτέλεσμα; 
3.2. Ένα παράδειγμα κλινικού συνδρόμου με σπάνια ευρήματα 

γονιδιακού ελέγχου 
 

• Τα ουδετερόφιλα του ασθενή κατά την κρίση 
εμφανίζουν αυξημένο ποσοστό  ΝΕΤs 

• Τα NETs αυτά είναι διακοσμημένα με IL-1β 

Chatzis L. et al. manuscript under revision 



Συσχετίσεις φαινοτύπου-γονοτύπου στη 
βιβλιογραφία 

• Μία σπάνια μεταλλαγή 

χαρακτηρίστηκε κατά τη γενετική 

ανάλυση του TNFRSF1A γονιδίου 

σε 4 οικογένειες στην Ελλάδα 

• Η μεταλλαγή C73Y  στο TNFRSF1A 

γονίδιο συσχετίστηκε με βαρύ 

κλινικό φαινότυπο του συνδρόμου 

TRAPS 

Nezos A et al.  Rheumatology, 2020 



Σωματικές μεταλλαγές στα Αυτοφλεγμονώδη Νοσήματα 

• Μια σωματική μετάλλαξη περιγράφει οποιαδήποτε μεταλλαγή που 
συμβαίνει σε σωματικούς ιστούς μετά τη γονιμοποίηση. Αυτές οι 
μεταλλάξεις δεν αφορούν τη γαμετική σειρά και κατά συνέπεια δεν 
μεταβιβάζονται στους απογόνους. 



Συμπεράσματα 

• Κάθε ασθενής με πυρετό αγνώστου αιτιολογίας και περιοδικότητα θα 
πρέπει να υποβάλλεται σε μοριακό έλεγχο αυτοφλεγμονωδών 
νοσημάτων 

• Ο μοριακός έλεγχος θα πρέπει να διενεργείται με τεχνικές ευρείας 
βάσεως (π.χ. NGS ), καθώς: 

Α) Νέες μεταλλάξεις περιγράφονται καθημερινά στα γονίδια αυτά 

Β) Η κλινική εικόνα των ασθενών μπορεί να μην συμβαδίζει με την 
περιγραφόμενη έως τώρα   

• Τέλος, η ανάδειξη νέων μεταλλάξεων επιβάλλει την επιβεβαίωση της 
παθογενετικής τους λειτουργίας, μέσω in vitro μελετών. 



Eυχαριστώ! 


